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0 Verfahren zur Inaktivierung von vermehrungsfahigen filtrierbaren Krankheitserregern in Blutprodukten 



V£) Es wird ein Verfahren zur Inaktivierung von Viren in 
Blutprodukten beschrieben, wobei di e Blutprodukte in feuch - 
tem oder in fg stem Zustand in Gegenwart von anorgani- 
schen oder organischen hydroxylgruppenhaltigen Verbm - 
dungen mit einer H* -Dissoziationskonstante vor <10~" in 
einer Konzentration von qrofter als 0,05 ( 5 Gew.%) und 
kleiner als 0.70 (70 Gew.%) hitzebehandelt werden. Als 
hydroxylgruppenhaltige Verbindungen sind Wasser, Metha- 
nol, Ath anol oder Mannit beschriebe n. Die Temperatur kann 
bis zu 12 rC. die Dauer der Hitzebehandluno 1 s bis 100 h 
betragen. 



Das beschriebene Inakttvierungsverfahren kann ange- 
wendet werden zur r^erstellung von Blutprodukten, ausge- 
wahlt aus Enzymen, Proenzymen einschlieBlich Gerinnungs- 
faktoren, Enzyminhibitoren, Immunglobulinen, Albumin, 
Plasminogen, Fibrinogen, Fibronectin oder Plasma, wobei 
durch die Inaktivierung etwa vorhandene vermehrungsfahi- 
ge filtrierbare Krankheitserreger unschadlich gemacht 
werden. 
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FIG. 1 INAKTIVIERUNG EINES MOOELLVIRUS (SINDBIS-VIRUS) UND RESTAKTIVJTAT VON 
FAKTOR 2m BEIM ERHfTZEN ElMER FAKTOR 23H - PRARARATION AUF 60° C 
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Verfahren zur Inakt i vierung von vermehrungsf ahigen fil - 
trierbaren Krankhei tserr egern in Blutprodukten 

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Inakti vierung 
von vermehrungsf ahigen f i 1 tr ierbar en Krankhei tserregern , 
insbesondere Hepatitisviren und unbekannten Erregern, 
die eventue]! AIDS (acquired immune deficiency syndrome) 
ubertragen konnen, in Blutprodukten unter Anwendung er- 
hohter Temperatur sowie ein Verfahren zur Herstellung 
von Blutprodukten unter Anwendung dieses Verfahrens. 

Unter Blutprodukten werden Produkte aus menschlichem oder 
tierischem Blut bzw. Plasma verstanden, die zur therapeu- 
tischen, prophylakti schen oder diagnostischen Anwendung 
bestimmt sind. Solche Produkte konnen Enzyme, Proenzyme 
einschlieftlich Gerinnungsf aktoren , Enzyminhibitoren , 
Immunglobuline , Albumin, Plasminogen, Fibrinogen, Fibro- 
hectin offer Plr.cna enthalten. 

E .^.A st e . ine umfangreiche Literatur vorhanden, die sich 
mit der Hitzeinaktivierung von vermehrungsf ahigen fil- 
trierbaren Krankheitserregern in Blutprodukten befaBt. 

Die verschiedenen Verfahren umfassen: 

- Erhitzen der Blutprodukte in wasseriger Losung, ge- 
gebenenf al Is unter Zusat z viru zider Su.bstnnzen , 

-Erhitzen der Blutprodukte in wasseriger Losung in An- 
wesenheit von Stabilisator en , 

- Behandeln der Blutprodukte mit organischen Losungs- 
mitteln, 

- Bestrahlen der Blutprodukte in festem Zustand, 

- Erhitzen der Blutprodukte in trockenem Zustand. 
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Das Bestreben bei alien diesen Inaktivierungsverf ahr en 
geht dahin, die potentielle Infektivitat der Praparationen 
auf zuheben, ihre biologische Aktivitat aber weitgehend 
zu erhalten. Dieses Ziel konnte jedoch bisher nur bei 
Albuminpraparat ionen erreicht werden, u.zw. durch Er- 
hitzen von wasserigen Albuminlosungen bei einer Temperatur 
von 60°C wahrend 10 h, da Albumin wesentlich stabiler 
gegenuber Hitzeeinwirkung ist als alle anderen Blut- 
proteine . 

1m einzelnen sind zum Stand der Technik beispielsweise 
die folgenden Li teratur st ellen anzufiihren: 

Die DE-OS 29 16 711 beschr^ibt ein Verfahren zur Behand- 

lung von Gerinnungsf aktoren enthaltenden Praparationen 

in wasseriger Losung unter Anwendung einer Temperatur 

von 30 bis 100°C f wobei der Losung der Gerinnungsf aktoren - 

eine Aminosaure und ein Mono-, Oligosaccharid oder Zucker- 

alkohol zugesetzt werden. 

Die EP-A2 - 0 053 338 beschreibt ein Verfahren zur Inak- 
tivierung von Hepatitis-Viren in Faktor IX und X ent- 
haltenden Praparationen, wobei eine Erwanaung der wasserigen 
Losung eines Blutpr aparates in Gegenwart von Calcium- 
ionen und gegebenenf al Is einer Aminosaure und/oder eines 
Saccharides oder Zuckeralkoholes bei Temperaturen von 
bis zu 100°C vorgenommen wird. 

In der EP-A2 - 0 035 204 wird ein Verfahren zur Inakti- - 
vierung von wasserigen Proteinlosungen , die Faktor VIII, 
Fibronectin, Globulin, Fibrinogen und andere Proteine 
enthalten konnen, beschrieben, wobei die Komposition mit 
einem Polyol gemischt und die Mischung auf eine Tempera- 
tur von 60 bis 75°C erhitzt wird. 



In der EP-A2 - 0 052 327 ist ein Verfahren zur Inakti- 
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vierung von Hepatitis-Viren in einer wasserigen, die 
Faktoren II und VII enthaltenden Losung in Anwesenheit 
eines Chelatbildner s. und gegebenenf a 1 1 s einer Aminosaure 
und/oder eines Saccharides oder Zuckeralkoholes be- 
5 schrieben. 

In der US-A - 4,379,085 ist ein Verfahren zur Hitzein- 
aktivierung eines Plasmaproteins , wie C - Inhibitor oder 
Faktor IX, in wasseriger Losung in Gegenwart von Kalium- 
10 oder Ammoniumcitrat beschrieben. 

In der EP-A2 - 0 077 870 ist ein Inaktivierungsver f ahren 
beschrieben, bei welchem eine wasserige, Faktor VIII ent- 
haltende Losung rait Aminosauren, Monosacchariden, Oligo- 
15 sacchariden, Zuckeralkoholen und Kohlenwasserstof f - oder 

Hydroxy lkohlenwasserstof f carbonsauren mit 3 bis 10 Kohlen- 
stoffatomen auf eine Temperatur von 50 bis 8 0°C erhitzt 
wird . 
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In der PCT-Anmeldung WO 83/04371 ist ein Verfahren zum 
Inaktivieren von Hepatitis-Viren beschrieben, wobei eine 
das Virus enthaltende Preparation bei einer Temperatur 

i von 4 bis 40°C mit einem Halogenkohlenwasserstof f , ins- 

\\ 

\i besondere Chloroform, behandelt wird. 
\ 

Die EP-B1 - 0 015 055 beschreibt ein Vejrfahren zur Behand- 
lung eines Blutproduktes , wobei das Produkt in wasser- 
freiem Zustand einer Mikrowellenbestrahlung ausgesetzt 
wird, um vorhandene Mikroorganismen zu inaktivieren. 

Rosenberg et al- beschrei.ben in einer Abhandlung des XII. 
International Congress on Blood Transfusion, Abstracts, 
"MIR" Publishers, Moscow 1969, pp. 473-475 ein Verfahren 
zur Inaktivierung von albuminhaltigen Praparationen und 
Fibrinogen in trockenem Zustand durch 10-stiindiges Er- 
hitzen auf 60°C. 
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Die EP-A2 - 0 094 611 beschreibt ein Verfahren zur Behand- 
lung einer Faktor VIII enthaltenden Komposition im 
trockerien Zustand mit weniger als 5 Gew.% (0,05) Wasser, 
unter Anwendung einer Temperatur von wenigstens 60°C zwecks 
Inakti vierung von vorhandenen Hepatitis-Viren . 

Die verof f entlichte PCT- Anmeldung WO 82/03871 beschreibt 
ein Verfahren zur Behandlung von Blutgerinnungsenzyme 
enthaltenden Zuberei tungen , wobei diese zur Inaktivierung 
vorhandener infektioser Viren im trockenen Zustand erhitzt 
werden; als trockener Zustand wird ein solcher mit weniger 
als 5 Gew.% (0,05) Wasser definiert. 

V?ie aus der vor hergehenden Ubersicht hervorgeht, sind 
sowohl Verfahren bekannt, bei denen die zu behandelnde, 
Blutproteine enthaltende Preparation in wasseriger Losung 
Oder in einem organischen Losungsmittel suspendiert vor- 
liegt, als auch Verfahren, bei denen die Preparation in 
trockenem Zustand, z.B. lyophilisiert , der Inaktivierungs- 
behandlung unterworfen wird. Trotz aller bisherigen An- 
strengungen ist es bisher nicht gelungen, eine Inaktivie- 
rungsmethode zu entwickeln, die - vergleichbar mit der 
Inaktivierung des Blutproduktes Albumin - gleichermaften 
eine Sicherheit gegen Ubertragung von Hepatitis-Viren 
und anderen pathogenen Viren gewahrleistet und die Er- 
haltung der biologischen Aktivitat des jeweiligen Blut- 
produktes sicherstellt. Seit 30 Jahren werden albumin- 
haltige Losungen, die in Anwesenheit von geeigneten Stabili- 
satoren 10 h auf 60°C erhitzt worden sind, rallionenf ach klinisch 
angewandt, ohne daB dadurch Inf ektionserkrankungen uber- 
tragen worden war en. Wie in Experimenten mit Schimpansen 
gezeigt werden konnte, werden Hepatitis-Viren, die albu- 
minhaltigen Losungen zugesetzt wurden, durch Erhitzen 
dieser Losungen auf 60°C wahrend 10 h vollstandig in- 
aktiviert . 
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Die Erfindung stellt sich die Aufgabe, ein Inaktivierungs- 
verfahren zu schaffen, das bei Erhaltung der biologischen 
Aktivitat des zu behandelnden Blutproduktes eine zuver- 
lassige Sicherheit gegeniiber Viren, insbesondere Hepatitis- 
Viren, erzielt, die der bei der Inaktivierung von albu- 
minhaltigen Losungen erreichbaren Effizienz gleichwertig 
Oder sogar viberlegen ist. 

Diese Aufgabe wird erf indungsgemafl bei einem Verfahren 
der eingangs beschr iebenen Art dadurch gelost, daft die 
Mut pr odukt e .in .feuchtem oder in festem Zustand in .Ge gen- 
wart von a norganischen oder organischen hydroxy lgruppen- ' 
ha 1 tigen Verbindunoen mi + einer H + -Dissoziationskonstante 
von <10 11 bei einer Temperatur i m Bereic h bis zu 121°c hitze- 
behandelt werden, wobei die Konzentrati on r^ r hydroxvl - 
gruppen haltigen Verbindungen grofier als 0,05 (5 Gew.%) 
Und kleiner -^- s -_0,>_7 0_J ? 0 Gew . % ) ist. Der zulassige Wasser- 
gehalt ist zum Teil vom Blutprodukt, welches der Behandlung 
unterzogen wird, abhangig; jedenfalls mufl der feste Zustand 
des Produktes erhalten bleiben, d.h. eine f lussige Kon- 
sistenz vermieden werden. 

Da die notwendigen Untersuchungen iiber Hepatitis-Virus- 
inaktivierung in Blutprodukten nicht sofort beim Menschen 
vorgenommen werden konnen und Schimpansen nur in unge- 
nugender Zahl zur Verfugung- stehen, erfolgt erfindungs- 
gemaft die Bewertung der Wirksamkeit der Inaktivierung 
mil: Hilfe von Modellviren. Am Beispiel von Hundehepatitis- 
virus als Modellvirus konnte gezeigt werden, dafi die ein- 
gangs erwahnten bekannten Verfahren zur Virusinakti vierung 
von Blutprodukten dem Inaktivierungsverf ahren in Albumin 
weit unterlegen sind. So wird z.B. Hundehepatitisvirus 
in Proteinlosungen in Anwesenheit von 0,50 Saccharose 
und 2M Glycin als Stabilisatoren nicht inaktiviert; eben- 
so nicht in Faktor Vlll-Praparationen in trockenem Zu- 
stand bei Erhitzen auf 60°C wahrend 10 h. Hundehepatitis- 
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viren werden jedoch in Albuminlosungen bei Erhitzung auf 
60°C wahrend 10 h vollstandig inaktiviert. Das gleiche 
gilt fur E. Coli Bakter iophagen T4 . 

5 Bei der Bewertung des erf indungsgemafJen Verfahrens hat 
sich gezeigt, daft Hundehepatitisvirus und andere Modell- 
viren vollstandig inaktiviert werden. Die Inakti vierungs- 
geschwindigkeit von E. Coli Bakter iophagen T4 in beliebi- 
gen Blutprodukten in Anwesenheit der erf indungsgemafi wirk- 
10 samen Menge an hydroxy lgruppenhal tigen Verbindungen ist 

sogar grofier als in einer auf 60°C erhitzten Albuminlosung 

Die Dauer der erf indungsgemaBen Hit zebehandlung kann in 
weiten Grenzen variiert werden, je nach der angewandten 
15 Temperatur und der Art bzw. Hit zeempf indlichkeit der zu 
behandelnden Blutprodukte . Sie kann zwischen 1 s und 100 
h b etragen. 

Als hydroxylgruppenhaltige Verbindungen mit einer H + - 
20 Dissoziationskonstante von <10" 11 f die erf indungsgemafi 
eingesetzt werden konnen, kommen insbesondere Wasser, 
Methanol, Athanol oder Mannit in Betracht, wobei die Kon- 
zentration dieser Verbindungen vorzugsweise 0,05 bis 0,40 
betragt. Die H + -Dissoziationskonstante von Wasser betragt 
25 10" 14 , die von Methanol 10~ 15 , von Athanol 10" 15 und von 
Mannit weniger als 10"!"?. 

Bei Verwendung von Wasser besteht eine bevorzugte Aus- 

f iihrungsf orm der Erfindung darin, daB die Hit zebehandlung 

3 0 an Praparationen, die 0,06 bis 0,30 Wasser enthalten, 

bei einer Temperatur von 50 bis 90°C durchgefuhrt wird. 
Weiters hat es sich als sehr g unstig erwiesen, daB die 
Hitzebehandlung der Blutprodukte in Gegenwart eines sauer - 
stoff f reien inerten Schutzga ses , vorzugsweise Stickstof f 

35 und allenfalls in Gegenwart von sauer stof f bindenden Sub- 
stanzen durchgefuhrt wird- Bei der Ausf iihrungsf orm mit 
Schutzgas hat sich herausgestellt, daft die Restaktivi- 



7 " 01 5931 1 

taten b Z w. Ausbeuten der Blutprodukte , insbesondere von 
Gerinnungsfaktoren, wesentlich hoher sind als beim Er- 
hitzen in sauers tof f haltiger Atmosphare, wahrend die Vi- 
rusinaktivierung hinsichtlich Ausma/3 und Geschwindigkei t 
5 gleich hoch ist. 

Eine weitere bevorzugte Ausf uhrungsf orm des erfindungs- 
gema/ien Verfahrens kann auch darin bestehen, dart die Blut- 
produkte in einem fliissigen Medium, in dem sie unloslich 
sind, hitzebehandelt werden. Als fliissiges Medium kann 
Chlorof orm oder Essig^aureathylester . verwendet werden . 
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Nach einer abgeanderten Ausf uhrungsf orm werden die Blut- 
produkte mit hydroxylgruppenhaltigen gasformigen Verbin- 
dungen behandelt, mit der Mafigabe, daB in den Blutpro- 
dukten die Konzentration der hydroxylgruppenhaltigen Ver- 
bindungen von grqfler als 0,05 (5 Gew.%) un d kleiner als 
0,70 (70 Gew.%), vorzugsweise kleiner als 0,40 (40 Gew.%) 
erreicht wird. Im Rahmen dieser Ausf uhrungsf orm konnen 
z.B. die Blutprodukte in festem Zustand mit Wasserdampf 
von einem Druck bzw. Partialdruck zwischen 0,1 und 2 bar 
behandelt werden. 

Das erfindungsgemaBe Inaktivierungsverf ahren lafit sich 
25 mit Vorteil bei einem Verfahren zur Herstellung von Blut- 
produkten, ausgewahlt aus Enzymen, Proenzymen einschlie/3- 



20 
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lich Gerinnungsf a k tor en , Enzyminhibi tor en , Immung lobu linen , 
Albumin, Plasminogen, Fibrinogen, Fibronectin oder Plasma 
Oder Mischungen einzelner Blu tprodukte anwenden, wobei 
die Inakt i vierung in einer beliebigen Stufe des Herstellungs 
5 verfahrens vorgenommen wird, worauf gegebenenf alls die 
Blutprodukte in eine galenische Zubereitung iibergefiihrt 
werden . 

In den Rahmen des er f indungsgemaften Herstellungsverf ahrens 
10 fallt auch die Ar bei tsweise , dafi ein Blutprodukt verwendet 
wird, welches kovalent an eine wasserunlosliche Matrix ge- 
bunden ist. Beispielsweise kann Immunglobulin an Sepharose 
imniobilisiert und der Inakti vierung unterworfen werden. 
Andererseits ist es moglich, daft ein Blutprodukt auf einen 
15 gewebekompatiblen Trager, wie ein Kollagenvlies , nicht 

kovalent adsorbiert und hit zebehandelt wird, Eine beson- 
dere Ausf iihrungsf orm bei der Herstellung einer fibrinogen- 
haltigen Preparation besteht darin, da/5 auf einen gewebe- 
kompatiblen Trager, wie ein Kollagenvlies , eine fibrinogen- 
2 0 haltige Komposition aufgebracht und hit zeinaktiyiert 
wird. 

1m Rahmen des er f indungsgemaflen Herstellungsverf ahrens 
konnen auch weitere Fraktionierungsmafcnahmen angewendet 
25 werden, urn die hit zeinaktivierten Blutprodukte von wahrend 
der Hitzeinaktivierung allenfalls gebildeten Neoproteinen 
oder Neoantigenen zu befreien. 

Das erf indungsgemaBe Inakti vierungsverf ahren sowie die 
30 Herstellung von Blu tprodukten unter Anwendung des Ver- 
fahrens, die erreichten Wirkungen und die Uber legenhei t 
gegeniiber bekannten Verf ahren ist in den folgenden Bei- 
spielen und Tabellen naher erlautert. 

35 Beispiel 1: 

a) Herstellung einer Faktor VUI-Praparation 
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6660 ml frisch gefrorenes Plasma wurde bei 0°C bis +4°C 
aufgetaut. Das entstandene Kryoprazipitat wurde durch 
Zentrifugieren abgetrennt und in 700 ml Trinatriumci tra t- 
Losung, die 0,05 mg Natriumpentosansulf at pro ml und 
30 Einheiten Aprotinin pro ml enthielt, gelost. Der pH- 
Wert der ..Losung wurde auf 6,3 und die Temperatur auf 
+4°C gestellt. Der entstandene Niederschlag wurde durch 
Zentrifugieren abgetrennt und verworfen. 



10 Durch Zugabe von Atlyanol bis zu einer Konzentration von 
0,u> wurde die Faktor Vlll-haltige Fraktion ausgefallt. 
Der entstandene Niederschlag wurde durch Zentrifugieren 
abgetrennt und in einem Glycin-Ci trat-NaCl-Puf f er gelost. 

15 b") Inaktivierung eines Modellvirus 

Die in beschriebener Weise erhaltene Faktor Vlll-haltige 
Losung wurde auf 50 mg Protein/ml eingestellt, mit einer 
Sindbis-Virussuspension in Zellkulturmedium TCM 199 bzw . mit 
virusfreiem TCM 199 versetzt und gef riergetrockhet. . Das 
gefriergetrocknete Faktor VI II-Konzentrat wurde auf ver- 
schiedene Wassergehalte . u . *w . auf 0,08, auf 0,20, auf 0,30 
und auf 0,50 eingestellt und in geschlossenen Behaltern bei 
einer Temperatur von 60°C bzw. 80°C verschieden lanq er- 
2 5 hitzt. Je drei Proben wu r den vor dem Erhitzen und zu be- 

stimmten Zeiten wahrend des Erhitzungsvorganges zur Messung 
des Virustiters einerseits und der Restaktivitat und 
des Wassergehaltes andererseits entnonmen. 

30 Die Bestimmung des Virustiters wurde in folgender Weise 
durchgef uhrt : 

Das Faktor VIII enthaltende Lyophilisat wurde in Wasser 
gelost und mit isotoner Kochsalzlosung im Verhaltnis 
35 1 : 10 seriell verdunnt. Der Titer des Sindbis-Virus 
wurde durch Bewertung des zytopathischen Effektes auf 
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sensitive Vero-Zellen in der Mikroti terplatte bestimmt. 
Die Ergebnisse wurden nach statistischer Behandlung der 
Auswertung entsprechend der Formel von Reed und Muench 
als Logarithmus TCID^ ausgedruckt (Reed J.L. and H. Muench; 
5 Amer.J.Hyg. 27, 493, 0L93tO). 

c) Bestinunung der Restakti vi tat an virusfreien Proben 
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Die Bestimmung der Restakti vitat an Faktor VIII erfolgte 
mit Hilfe des Thromboplastin-Bi ldungs-Tests (2-Stufen- 
Test). Die Faktor VII I-Restakti vitat wurde berechnet durch 
Bildung des Quotienten aus der Faktor VIII-Aktivitat der 
erhitzten Probe und der Faktor VIII-Aktivitat der ent- 
sprechenden nicht erhitzten Probe. 

d) Bestimmung des Wassergehaltes an virusfreien Proben 

Das gef riergetrocknete Faktor VII I-Konzentxat wire's vor vjijc! n*-.ch 
tjer Hitzebehandlung mit wasserfreiem Methanol extrahiert. 
Der Wassergehalt der Methanol losung wus3e nach Karl Fischer 
in einem Titrator nach dem coulometrischen Verfahren be- 
stinunt (Scholz, E.; Fresenius' Z. anal. Chem. 314 , 
5G7-571 , (1903)). 

Die nach erfolgter Hitzebehandlung gemessenen Virustiter 
und die nach der Behandlung noch vorhandene Restaktivi- 
tat sind der Tabelle I zu entnehmen, woraus sich deut- 
lich ergibt, da/3 die Inaktivierungsgeschwindigkeit vom 
Wassergehalt abhangig ist. Wahrend bei der Anwendung von 
einer Temperatur von 60°C die Nachweisgrenze des Virus 
hex einem Wassergehalt von 0,08 nach 3 h erreicht wird, 
wird diese Grenze bei einem Wassergehalt von 0,20 und 
0,30 schon nach einer Stunde und bei einem Wassergehalt von 
0,50 schon nach 0,3 h erreicht. Der Inakti vierungsef f ekt 
ist auch von der Temperatur abhangig. Bei einer Temperatur 
von 80°C und einem Wassergehalt von 0,08 wird die Nachweis- 
grenze des Virus schon nach 0,3 h erreicht. 
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Die Restaktivitat nach der Inaktivierangsbehandlung war bei alien Pro- 
ben mi t einem Wassergehalt bis zu 0,30 mit mindestens 0,80 (80 %) zu- 
friedenstellend, selbst bei einem Wassergehalt von 0,50 betrug die Rest- 
aktivitat nach 3 h bei 60°C noch 0,38 (38 %)- 

Im Vergleich dazu wurden Faktor VIII-Konzentrate, die 
in gleicher Weise wie oben beschrieben hergestellt worden 
waren, in "trockenem Zustand" behandelt, d.h. mit einem 
nach dem Stand der Technik dem "trockenen Zustand" zuge- 
ordneten Wassergehalt von weniger als 0,05 Wasser. Die 
Ergebnisse sind in der Tabelle I a) angegeben, woraus 
zu ersehen ist, daft bei dem niedrigen Wassergehalt, der 
dem "trockenen Zustand" entspricht, die Nachweisgrenze 
des Virus bei einem Wassergehalt von 0,015 erst nach 
. 10 h, bei einem Wassergehalt von 0, 006 erst nach .30 h 
15 erreicht wird. Daraus ergibt sich, dafi das erf Imlungsgenane 
Verfahren 10- bis 100-fach wirksamer ist bei der Ver- 
minderung eines Virustiters urn 3 bis 4 Zehner- 
potenzen . 

20 Diese Uberlegenheit des erf indungsgemaften Verfahrens gegen- 
iiber dem Stand der Technik ergibt sich anschaulich auch 
aus den Virusinaktivierungskurven in Fig. 1 der Zeichnung, 
wobei die voll ausgezogenen Kurven die erf indungsgemafBe 
Inaktivierung bei 0,50, 0,30,0, 20bzw. 0,08 H 2 0 und die strich- 

25 liert gezeichneten Kurven den Virusti terabf all in 

"trockenem Zustand" von 0,015 H 2 0 und 0, 006 H 2 <D veran- 
schaulichen. Auf der Abszisse der Fig. 1 ist die Zeitdauer 
der Behandlung in Stunden im logarithmischen Mafistab an- 
gegeben, auf der Ordinate der Virustiter im logarithmi- 

30 schen Mafistab. Zusatzlich ist in Fig. 1 der Verlauf der 
Restaktivitat angegeben, wobei die voll ausgezogenen 
Kurven fur den erf indungsgemaflen Wassergehalt und die 
strichlierten Kurven fur den Restakti vi tatsver lauf in 
trockenem Zustand stehen. 

35 Beispiel 2: 

Eine in gleicher Weise wie in Beispiel 1 hergestellte 
Faktor Vlll-haltige Losung wurde mit einer * Sindbi s- Virus- 
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suspension in Zellkulturmedium TCM 199 bzw. mit virusfrei* 
em TCM 199 versetzt und gef r i ergetrocknet . Das gefrierge- 
trocknete Faktor VII I-Konzentrat wurde in Gegenwart von 
Methanol bei einer Temperatur von 60°C der Inakti vierungs- 
behandlung unterworfen. Eine weitere Faktor VHI-haltige 
Losung wurde mit Mannit versetzt, gef riergetrocknet und 
ebenfalls bei 60°C hi tzeinakt i vi er t . 

Die nach erfolgter Hi t zebehand lung gemessenen Virustiter 
sind aus den Tabellen II und III zu entnehmen, wobei in 
den Tabellen Ila und Ilia die Verg leichsergebni sse ohne 
den erf indungsgemarten Gehalt an hydroxy lgruppenhaltigen 
Verbindungen angegeben sind. Wieder ist die Uber legenheit 
der erf indungsgemaflen Arbeitsweise deutlich, indem bei 
dieser die Inakti vierungsgeschw^Lndigkeit des Modellvirus 
15 bei Erhaltung der Restakti vi tat wesentlich grower ist. 

Beispiel 3: 

a) Herstellung einer den partiellen Prothrombinkomplex 
enthaltenden- Praparation: 

20 

Eine die Gerinnungsf aktor en II, IX und X enthaltende Pra- 
paration wurde nach der in Vox. Sang. 33.' 37 " 50 (1977 ) 
beschiiebenen Methode aus menschlichem Plasma durch Ad- 
sorption an DEAE-Sephadex, Waschen des Ionenaustauschers 
25 und Elution des Komplexes -gewonnen. 

b) Inaktivierung eines Modellvirus 



30 



Das Eluat wurde dialysiert, gef riergetrocknet und daraus 
eine wasserige Losung des partiellen Prothr ombinkomplexes 
mit einem Gehalt von 50 mg Protein/ml bereitet. Die Lo- 
sung wurde mit einer Suspension des Bakter iophagen T4 
in Kulturmedium fur Escherichia coli 11303 bzw. mit virus- 
freiem Kulturmedium versetzt und gef riergetrocknet . 
35 Das gefrierge- 
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trdcknete Konzentrat wurde auf einen Wassergehalt von 
0,09 eingestellt. Geschlossene Behalter mit gefrierge- 
trockneten partiellen Prothrombinkomplex-Proben - mit 
und ohne Virus - wurden bei einer Temparatur von 60°C ver- 
schieden lang erhitzt. Je drei Proben wurden vor dem Er- 
hitzen und zu bestimraten Zeiten wahrend des Erhitzungs- 
vorganges zur Messung des Virustiters einerseits und der 
Restaktivitat und des Wassergehaltes andererseits ent- 
nommen . 



Die Bestimmung des Virustiters wurde in folgender Weise 
durchgef iihrt : 



Das den partiellen Prothrombinkomplex enthaltende Lyo- 
philisat wurde nach der Hi tzebehandlung in Wasser gelost 
und mit 1 m_M MgCl 2 im Verhaltnis 1 : 10 seriell verdiinnt. 
Eine Mischung von 3 ml 0,7 % Bacto-Agar, 43 bis 45°C,- 
100 ul Suspension von E . coli in Flussigmedium und 200 ul 
der bakteriophagenhaltigen Probe bzw. Verdiinnung wurden 
durchgemischt und rasch auf einer Nahragarplatte 
(ATCC 129) ausgegossen. Nach Inkubation iiber Nacht bei 
37°C wurden mit Hilfe eines Zahlgerates die durch ver- 
mehrungsfahige Viruspartikel erzeugten Plaques im kon- 
fluenten Zellrasen gezahlt (PFU, plaque-forming units). 
Die Ergebnisse wurden als log 10 PFU ausgedriickt. 

c) Bestimmung der Restaktivitat an virusfreien Proben 

Die Bestimmung der Faktor IX-Aktivitat erfolgte durch 
Zusatz der zu testenden Probe zu einem Faktor IX-Mangel- 
plasma und Bestimmung der aktivierten partiellen Thrombo- 
plastinzeit ( 1-Stuf en-Test ) . Die Faktor IX-Restaktivitat 
einer erhitzten Probe wurde berechnet durch Bildung des 
Quotienten aus der Faktor IX-Aktivitat der erhitzten 
Probe und der Faktor IX-Aktivitat der entsprechenden 
nicht erhitzten Probe. 
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d) Bestimmung des Wassergehal tes an virusfreien Proben 

Diese Bestimmung erfolgte in gleicher Weise, wie in Bei- 
spiel 1 beschrieben. 

Die nach erfolgter Hi tzebehandlung gemessenen Virustiter 
und die nach der Behandlung noch vorhandene Restaktivi tat 
sind der Tabelle IV zu entnehmen, woraus sich ergibt, 
daft die Nachweisgrenze des Virus schon nach kurzer Zeit 
- weniger als 1 h - erreicht wurde, wobei die Restaktivi- 
tat voll erhalten blieb. Im Vergleich dazu ist aus der 
Tabelle IVa zu ersehen, da/3 bei einer Hit zebehandlung 
par tieller Prothr ombinkomplex-Pr a para t ionen in "trockenem 
Zustand" bei einem Wassergehalt von 0,004 selbst nach zehn- 
stiindiger Behandlung der Virustiter mit 2,0 noch rela- 
tiv hoch war, sogar bei Anwendung von hoheren Temperaturen 
von 8 0 und 9 0°C. 

Die Virusinakti vierungskurven und der Verlauf der Rest- 
aktivitaten nach diesem Beispiel sind in Fig. 2 in glei- 
cher Weise wie in Fig'. 1 veranschaulicht mit voll ausge- 
zogenen Linien dargestellt, wogegen die nach dem Stand 
der Technik im trockenen Zustand erhaltenen Kurven strich- 
liert angegeben sind. 

Beispiel 4 : 

a) Herstellung einer den totalen Prothrombinkomplex ent- 
haltenden Preparation 

Eine den" Gerinnungsf aktor VII enthaltende Preparation 
wurde nach der in der AT-PS 359.646 beschr iebenen Methode 
aus menschlichem Zitratplasma hergestellt. Nach Abtren- 
nung des Kryoprazipi tates und einer DEAE-Sephadexbehand- 
lung wurde Faktor VII an Al(OH) 3 adsorbiert. Al(OH) 3 wurde 
einem Waschprozeft und einem Faktor VI I-ElutionsprozeB bei 
erhohter Ionenstarke unterworfen. Das Faktor Vll-haltige 
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Eluat wurde dialysiert und mat dem dialysierten partiellen 
Prothrombinkomplex-Praparat, hergestellt nach Beispiel 
3, in solchem Verhaltnis gemischt, daft die Ger innungsakt i - 
vitaten der Faktoren II, IX, X und VII ungefahr gleich 
5 hoc)» war en . 

b) Inakti vierung eines Modellvirus 

Die in beschriebener Weise erhaltene Losung des totalen 
10 Prothrombinkomplexes wurde auf 50 mg Protein/ml einge- 
stellt und mit einer Sindbis-Virussuspension in Zell- 
kulturmedium TCM 199 bzw. mit virusfreiem TCM 199 versetzt 
und gef riergetrocknet . Das gef riergetrocknete Konzentrat 
wurde auf einen Wassergehalt von 0,07 eingestellt. Ge- 
15 schlossene Behalter mit den gef r iergetrockneten totalen 
Prothrombinkomplex-Proben - mit und ohne Virus - wurden 
bei eirer Temperatur von 60°C verschieden lang erhitzt. 
Je drei Proben wurden vor dem Erhitzen und zu bestimmten 
Zeiten wahrend des Erhit zungsvorganges zur Messung des 
20 -Virustiters einerseits und der Restaktivitat und des 
Wassergehaltes anderer seits entnommen. 

Die Bestimmung des Virustiters erfolgte in gleicher Weise, 
wie in Beispiel 1 beschrieben. 

2 5 

c) Bestimmung der Restaktivitat an virusfreien Proben 

Die Bestimmung der Faktor IX-Aktivitat erfolgte durch Zu- 
satz der zu testenden Probe zu einem Faktor IX-Mangel- 

30 plasma und Bestimmung der aktivierten partiellen Thrombo- 
plastinzeit (1-Stuf en-Test) . Die Faktor IX-Restakt i vi ta t 
einer erhitzten Probe wurde berechnet durch Bildung des 
Quotienten aus der Faktor IX-Aktivitat der erhitzten Probe 
und der Faktor IX-Aktivitat der entspr echenden nicht er- 

35 hitzten Probe. 
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d) Bestimmung des Wassergehal tes an virusfreien Proben 

Diese Bestimmung erfolgte in gleicher Weise, wie in Bei- 
spiel 1 beschrieben. 

Die nach erfolgter Hitzebehandlung gemessenen Virustiter 
und die nach der Behandlung noch vorhandene Restakti vitat 
sind aus der Tabelle V zu entnehraen, woraus sich ergibt, 
dart nach einer Behandlungs zeit von 3 h die Nachweisgrenze 
des Virus erreicht wurde, wobei die Restaktivi tat im we- 
sentlichen erhalten blieb. 

Beispiel 5: 

a) Herstellung einer FEIBA-Praparation 

Eine FEIBA enthaltende Preparation wurde aus frisch ge- 
frorenem menschlichem Zitratplasma nach der in der 
AT-PS 368.883 beschriebenen Methode hergestellt , " indem 
nach Auftauen des Plasmas, Abtrennen des dabei anfallen- 
den Kryoprazipitates und Generieren der FEIB-Akti vitat 
die Gerinnungsf aktoren durch Adsorption an einen Ionen- 
austauscher und Elution gewonnen wurden. 

b) Inaktivierung eines Modellvirus 

Die erhaltene FEIBA-haltige Losung wurde auf 50 mg Pro- 
tein/ml eingestellt und mit einer Sindbi s- Virussuspension 
in Zellkulturmedium TCM 199 bzw. mit virusfreiem TCM 199 
versetzt und gef r iergetrocknet . Das gef r iergetrocknete 
FEIBA-Konzentrat wurde auf verschiedene Wassergehalte , 
u.zw. auf 0,07, 0,08 bzw. auf einen Athanolgehalt von 
0,10 eingestellt und in geschlossenen Behaltern bei ver- 
schiedenen Temperaturen , namlich 60°C und 90°C, verschieden 
lang erhitzt. Je drei Proben wurden vor dem Erhitzen und 
zu bestimmten Zeiten wahrend des Erhit zungsvorganges zur 
Messung des Virustiters einerseits und zur Bestimmung 
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der Restaktivitat und des Wassergehal tes andererseits 
entnommen. 

Die Bestimmung des Virustiters erfolgte in gleicher Weise, 
wie in Beispiel 1 beschrieben. 

c) Bestimmung der Restakt ivitat an virusf reien Proben 

Die Bestimmung der FEIB-Restakti vitat erfolgte, wie in 
der AT-PS 350.726 beschrieben, durch Zusatz der zu testen- 
den Probe zu einem Faktor VIII - Inhibitor plasma und Be- 
stimmung der aktivierten partiellen Thromboplastinzeit 
( 1-Stuf en-Test ) - Die FEIB-Restakti vitat einer erhitzten 
Probe wurde berechnet durch Bildung des Quotienten aus 
der FEIB-Aktivitat der erhitzten Probe und der FEIB-Akti- 
vitat der entspr echenden nicht erhitzten Probe. 

d) Bestimmung des Wassergehaltes an virusf reien Proben 

Diese Bestimmung erfolgte in gleicher Weise, wie in Bei- 
spiel 1 beschrieben. 

Die nach erfolgter Hitzebehandlung gemessenen Virustiter 
und die nach der Behandlung noch vorhandene Restaktivitat 
sind der Tabelle VI zu entnehmen, woraus sich ergibt, 
daft die Inaktivierungsgeschwindigkeit sowohl vom Wasser- 
gehalt als auch von der Inaktivierungstemperatur abhangig 
ist. Bei einem Wassergehalt von 0,07 und einer Temperatur 
von 60°C wird die Nachweisgrenze des Virus nach 3 h und 
bei einem Wassergehalt von 0,08 und einer Temperatur von 
90°C wird die Nachweisgrenze schon nach 0,2 h erreicht. 
Die Restaktivitat ist in- alien Fallen zuf riedenstellend . 

Im Vergleich dazu ist in Tabelle Via ein Vergleichsbei- 
spiel angegeben, wobei eine FEIBA-Probe in "trockenem 
Zustand" mi t einem Wassergehalt von 0,009 bei 60°C behan- 
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delt worden ist. Der Virustiter ist selbst 
nach 30 h Behandlung noch mit 1,7 relativ hoch. 

Die Inaktivierung einer nach diesem Beispiel hergestellten 
FEIBA-Praparation wurde zusatzlich an einem zweiten Mo- 
dellvirus, namlich an Hundehepati tis-Virus , gepruft, wobei 
das gef r iergetrocknete FEIBA-Konzentrat auf einen Wasser- 
gehalt von 0,07 eingestellt wurde und die Behandlungs- 
temperatur 60 bzw. 80°C betrug. Die nach erfolgter Hitze- 
behandlung gemessenen Virustiter sind der Tabelle VII zu 
entnehmen. Der Titer des Hundehepati tis-Virus wurde durch 
Bewertung des zy topathi schen Effektes auf sensitive MDCK- 
Zellen in der Mikroti terplatte bestimmt. Die Ergebnisse 
wurden nach statistischer Behandlung der Aswertung ent- 
sprechend der Formel von Reed und Muench als Logarithmus 
TCID^ 0 ausgedriickt (Reed J.L. and H. Muench; Amer^J.Hyg. 
27, 493,(1938 )). Aus der Virust iterbestimmung ergab; sich, 
daB bei beinem Wassergehalt von 0,07 und einer Temperatur 
von 60°C die Nachweisgrenze des Virus nach 1 h, bei einer 
Temperatur von 80°C schon nach 0,1 h erreicht wurde. 

In der Tabelle Vila ist wieder ein Vergleichsbeispiel 
angegeben, wobei die Behandlung in "trockenem Zustand" 
erfolgte, mit dem Ergebnis, daft noch nach 30 h Behand- 
lungszeit die Inaktivierung unzureichend war. 

In Fig. 3 sind in gleicher Darstellung wie in Fig, 1 die 
Virusinaktivierungskurven und die Restaktivitaten nach 
diesem Beispiel veranschaulicht . 

Beispiel 6 : 

a) Herstellung einer Immunglobulin-hal tigen Preparation 

Eine Immunglobulin-haltige Preparation wurde nach der 
von Oncley et al. im Journal of Amer.Chem.Soc. , 21, 541- 
550 (1949) beschriebenen Alkohol-Fraktionierungsmethode 
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aus menschlichem Plasma gewonnen. Die Losung enthielt 
100 mg Protein, 14 mg Glycin und 1,9 mg NaCl pro ml. 

b) Inakt i vierung eines Modellvirus 

Die erhaltene wasserige Losung wurde nit einer Sindbis- 
Virussuspension in Zellkulturmedium TCM 199 bzw. mit virus- 
freiem TCM 199 versetzt und gef r iergetr ocknet . Das ge- 
f riergetrocknete Immunglobulinkonzentrat wurde auf einen 
Wassergehalt von 0,054 eingestellt und in geschlossenen 
Behaltern - mit und ohne Virus - bei einer Temperatur von 
60°C verschieden lang erhitzt. Je drei Proben wurden vor 
dem Erhitzen und zu bestimmten Zeiten wahrend des Er- 
hitzungsvorganges zur Messung dds Virustiters einerseits 
15 und zur Bestimmung der molekularen Integritat und des 
Wassergehaltes andererseits entnommen. 

Die Bestimmung des Virustiters erfolgte in gleicher Weise, 
wie in Beispiel 1 beschrieben. 



10 



20 



25 



30 



c) Bestimmung der molekularen Integritat an virusfreien 
Proben 

Die Bestimmung erfolgte durch Vergleich der Proteinzu- 
sammensetzungen der erhitzten und der nicht erhitzten 
Probe, wobei die Trennung der Proteingemische im elektri- 
schen Feld mittels c x ) Zelluloseacetat-Elektrophorese und 
c 2 ) SDG-Polyacrylamid-Gel-Elektrophorese { SDS-PAGE) er- 
folgte. 

c 1 ) Mikrozonen-Elektrophorese auf Zelluloseacetat-Membran 
( Beckman- System ) 



35 



Die Elektrophorese erfolgte nach dem Beckman-Sy stem (Micro- 
zone Electrophoresis Manual, Beckman Instructions 015- 
083630-C, 1977), wobei die Proben auf einer mit Veronal- 
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puffer (pH 8,6) aquilibrierten Zelluloseaceta t-Membran 
aufgetragen und hierauf die Proteine bei 250 V (Strom- 
starke 3 - 4 mA pro Membran, Laufzeit 20 min) getrennt 
wurden. Nach Fixierung erfolgte Farbung mit Ponceau S, 
5 Trocknung und densitometr ische Auswertung der Membran. 

c 2 ) SDG ~ Pol y ac rylamid-Gel-Elektrophorese (SDS-PAGE) 

Die elektrophoretische Trennung der mit Sodium-dodecy 1- 
10 sulfat (SDS) beladenen Proteine erfolgte in einem 5 % 
Poly a cry lamid-Gel nach der von Weber und Osborn in 
"The Reliability of Molecular Weight Determinations by 
Dodecyl Sulf ate-Polyacry lamide Gel Electrophoreses" , 
J.Biol.Chem. 244 , 4406 (1969) beschr iebenen Methode. 
15 Die Farbung der getrennten Proteine erfolgte nach der von 
Merril et al. in "Ultrasensitive Stain for Proteins in 
Polyacrylamide Gels Shows Regional Variation in Cere- 
brospinal Fluid Proteins", Science 211 , 1437 (1981) be- 
schriebenen Methode mit Hilfe des-.Silberf arbungs-Reagen- 
20 tiensatzes der Firma BIO-RAD (Bulletin 1089). 

d) Bestimmung des Wassergehaltes an virusfreien Proben 

Diese Bestimmung erfolgte in gleicher Weise, wie in Bei- 
25 spiel 1 beschrieben. 

Die nach erf olgter Hit zebehand lung gemessenen Virus titer 
und das Ergebnis der molekularen I ntegri tats bestimmung 
sind aus der Tabelle VIII zu entnehmen. 

30 

Beispiel 7: 

a ) Herstellung einer C^- Esterase- Inhibitor- Preparation 

Eine C^-Esterase-Inhibi tor-haltige Preparation wurde aus 
35 humanem Plasma nach der in Vox. Sang. 26^, 118 (1974 ) be- 
schriebenen Methode durch Adsorption an einem Anionen- 
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austauscher ( DEAE-Sephadex ) und anschliefiende Elution 
gewonnen. Nach Salzfallung zur Abtrennung unerwiinschter 
Prbteine wurde die gereinigte C 1 -Esterase- Inhi bi tor-Pra- 
paration gef riergetrocknet. 

5 

b) Inaktivierung eines Modellvirus 

Eine aus dem Lyophilisat der C^-Es terase- Inhibi tor-Pra- 
paration erhaltene wasserige Losung wurde auf 50 mg Pro- 

10 tein/ml eingestellt und mit einer Sindbis-Virussuspension 
in Zellkulturmedium TCM 199 bzw. mit virusfreiem TCM 199 
versetzt und neuerlich gef riergetrocknet . Das Konzen- 
trat wurde auf einen Wassergehalt von 0,10 eingestellt 
und in geschlossenen Behaltern - mit und ohne Virus - 

15 bei einer Temperatur von 60°C erhitzt. Je drei Proben 

wurden vor dem Erhitzen und zu bestimmten Zeiten wahrend 
des Erhitzungsvorganges zur Messung des Virustiters einer- 
seits und der Restaktivitat und des Wassergehaltes ander- 
rerseits entnommen. ■ 

20 

Die Bestimmung des Virustiters erfolgte in gleicher . Weise , 
wie in Beispiel 1 beschrieben. 

c) Bestimmung der Restaktivitat an virusfreien Proben 

25 

Die Aktivitat des C^-Esterase-Inhibitors wurde iiber seine 
Fahigkeit, die Hydrolyse des chromogenen Substrates Cl-1 
(Pentapharm) durch Cj-Esterase zu henunen, nach M. Kleindel, 
H. Lang, A. Philapitsch, G. Wober, "Thrombosis and Haemo- 
30 stasis", 50, 244 (1983) bestimmt. 

d) Bestimmung des Wassergehaltes an virusfreien Proben 



35 



Diese Bestimmung erfolgte in der Weise, wie in Beispiel 
1 beschrieben. 
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Die nach erfolgter Hitzebehandlung gemessenen Virustiter 
und die nach der Behandlung noch vorhandene Restakt i vi fa t 
sind aus Tabelle IX zu entnehmen. 

Beispiel 8: 

a) Herstellung einer Plasminogen-haltigen Praparation 

Eine Plasminogen-haltige Praparation wurde nach der von 
D.G. Deutsch und E.T. Mertz in Science 170 , 1095 (1970) 
beschriebenen Methode hergestellt. 50 ml Lysin-Sepharose 
wurden in einer Saule mit 0,1 M Phosphat, pH 7,4, aqui- 
libriert. 340 ml Plasma wurden. mit Wasser auf 640 ml ver- 
diinnt und die Saule wurde mit dieser Losung beladen. Nach 
der Entfernung von Begleitproteinen durch Waschung mit 
einer 0,3 M Phosphat losung (pH 7,4) wurde Plasminogen 
mit 0,2 M 6-Aminocapronsaure (pH 7,4) eluiert. Die Plasmino- 
gen-enthaltende Losung wurde zur Entfernung von 
6-Aminocapronsaure dialysiert und anschliefiend gefrierge- 
trocknet. 

b) Inaktivierung eines Modellvirus 

Eine aus dem Lyophilisat hergestellte wasserige Losung 
des Plasminogens wurde auf 50 rag Protein/ml eingestellt 
und mit einer Sindbi s-Virussuspension in Zellkulturmedium 
TCM 199 bzw. mit virusfreiem TCM 199 versetzt und neuer- 
lich gefriergetrocknet. Das Konzentrat wurde auf einen 
Wassergehalt von 0,08 eingestellt und in geschlossenen 
Behaltern - mit und ohne Virus - bei einer Temperatur von 
60°C erhitzt. Je drei Proben wurden vor dem Erhitzen und 
zu bestimmten Zeiten wahrend des Erhit zungsvorganges zur 
Messung des Virustiters einerseits und der Restakti vi tat 
und des Wassergehaltes andererseits entnommen. 

Die Bestimmung des Virustiters erfolgte in gleicher Weise, 
wie in Beispiel 1 beschrieben. 
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c) Bestimmung der Res ta kt i vi tat an virusfreien Proben 

Diese Bestimmung erfolgte in der Weise, daft eine Plasmi no - 
gen-haltige Probe nach der Methode von K.C. Robbins, L. 
Summaria, Methods in Enzymology, 19, 184-186 (1970) mit 
Streptokinase zu Plasmin aktiviert und die freigesetzte 
Plasminaktivitat durch Quantitierung der aus Kasein frei- 
gesetzten TC A- 16s lichen Spa ltprodukte bestimmt wurde. 

Die nach erforjter Hitzebehandlung gemessenen Virustiter 
und die nach der Behandlung noch vorhandene Restakti vi tat 
sind der Tabelle X zu entnehmen, woraus sich ergibt, daft 
die Nachweisgrenze des Virus bei zuf riedenstellender Rest- 
aktivitat nach 5 h erreicht wurde. 

Beispiel 9: 

a) Herstelliing einer Plasmapraparation 

Blut von gesunden Spendern wurde in einem Blutabnahme- 
beutel, worin Citrat-Trinatriuacitrat-Losung enthalten war, afage- 
nommen. Nachdem die Mischung sanft durchmischt wurde, 
wurde sie zentrif ugiert . Das iiberstehende Plasma wurde 
abdekantiert; 400 ml Plasma wurden mit 22 ml einer 15 % 
Glycinlosung, pH 3,6, gemischt,- 

b) Inaktivierung eines' Modellvirus 

Das mit Glycin gepufferte Plasma wurde mit einer Sindbis- 
Virussuspension in Zel lkul turmedium TCM 199 bzw. mit virus- 
freiem TCM 199 versetzt, gef riergetrocknet und auf einen 
Wassergehalt von 0,08 eingestellt. Geschlossene Behalter 
mit den Trockenplasmaproben - mit und ohne Virus - wurden 
bei 60°C verschieden lang erhitzt. Je drei Proben wurden 
vor dem Erhitzen und zu bestimmten Zeiten wahrend des 
Erhitzungsvorganges zur Messung des Virustiters einer- 
seits und der Restakti vitat und .des Wassergehaltes anderer- 
seits entnonunen. 
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Die Bestimmung des Virustiters erfolgte in gleicher Weise, 
wie in Beispiel 1 beschrieben. 

c) Bestimmung der Res taktivi tat an virusfreien Proben 

Diese Bestimmung erfolgte dadurch, daft die aktivierte 
partielle Thromboplastinzeit (aPTT) des Plasmas ermittelt 
wurde, indem die Ger innungs zeit eines Gemisches von je 
0,1 ml Plasma, Kaolin/Phospholipid-Suspension und 0,025 
molarem Calciumchlorid gemessen wurde. Die Res taktivitat 
einer erhitzten Probe wurde berechnet durch Bildung des 
Quotienten aus der aPTT der nicht erhitzten Probe und der 
aPTT der entspr echenden erhitzten Probe. 

d) Bestimmung des Wassergehaltes a« virusfreien Proben 

Diese Bestimmung erfolgte in gleicher Weise, wie in Bei- 
spiel 1 beschrieben. 

Die nach erfolgter Hit zebehandlung gemessenen Virustiter 
und die nach der Behandlung noch vorhandene Restaktivitat 
sind der Tabelle XI zu entnehmen, woraus sich ergibt, 
daft die Nachweisgrenze des Virus bei zuf riedenstellender 
Erhaltung der Restaktivitat schon nach 0,3 h erreicht 
wurde. 

Beispiel 10 : 

a) Herstellung einer Fibrinogen- und Fibronectin-halti- 
gen Preparation 

Nach Abtrennung des Kryoprazipitates und der Prothrombin- 

komplex-Komponenten aus menschlichem Plasma wurde der an- 

fallende Uberstand auf 0°C gekiihlt und unter Riihren 

so viel Athanol zugesetzt, bis eine Endkonzentration von 0, 

(8%) erreicht wurde. Die Temperatur wurde auf -2°C und 

der pH-Wert auf 7,0 gestellt. Die Suspension wurde zentri- 
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fugiert unci ner erhaltene pastenartige Ni eder schlag , der 
Fibrinogen uon Fibronertin entMelt, r.o r\S » einer Ciijivtt-Glukose, 

pH" 6,9 - gepufferten 6,5 %igen Athanol losung gewaschen, 
bis im Uberstand nicht mehr als 0,5 mg Protein/ml nach- 
5 weisbar waren. Das gereinigte Fibrinogen wurde einge- 
froren und gef r iergetrocknet , um Athanol zu entfernen. 

b) Inakt i vierung eines Modellvirus 

10 Eine wasserige Losung des Lyophi li sates wurde auf 50 mg 

Protein/ml eingestellt und mit einer Sindbis-Virussuspen- 
sion in Zellkulturmedium TCM 199 bzw. mit virusfreiem 
TCM 199 versetzt und neuerlich gef r iergetrocknet . Das 
Konzentrat wurde auf einen Wassergehalt von 0,08 einge- 

15 stellt und in geschlossenen Behaltern - mit und ohne 

Virus - bei einer Temperatur von 60°C erhitzt. Je drei 
Proben wurden vor dem Erhitzen und zu bestimmten Zeiten 
wahrend des Erhitzungsvorganges zur Bestimmung des Virus- 
titers einerseits und der Restakt ivitat und des Wasserge- 

20 haltes andererseits entnommen. 

Die Bestimmung des Virustiters erfolgte in gleicher Weise, 
wie in Beispiel 1 beschrieben. 

25 c) Bestimmung der Restakt ivitat an virusfreien Proben 

Diese Bestimmung erfolgte 

) mit einem Wirksamkeits-Test ( Thrombin zeit ) , 
wobei die Wirksamkeit einer Fibrinogen-Losung nach der 

30 u-S- Pharmacopeia, 16. Revision (USP XVI, 1960), Seite 
298, bestimmt wurde, indem eine Probe der Fibr inogenlo- 
sung mit Calciumchl orid und Thrombin gemischt und die Ge- 
rinnungszeit bestimmt wurde. Die Res takt ivitat wurde be- 
rechnet durch Bildung des Quotienten aus der Gerinnungs- 

35 zeit der nicht erhitzten Probe und der Ger innungszeit 
der erhitzten Probe. 
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c 2 ) mit der Bestimmung des dottier bar en Proteins 
Das clottierbare Protein einer Fibrinogen losung wurde 
nach der USP XVI, Seite 298 bestimmt, indem (1) der Ge- 

5 samtproteingehalt der Fibr inogenlosung bestimmt wurde 

( Stickstoff bestimmung nach Kjeldahl) und (2) der Protein- 
gehalt des nach Thrombinzusatz clottierten Fibrins nach 
der gleichen Methode (Kjeldahl) bestimmt wurde. Der 
Quotient aus dem Protein-Wert des Fibrins (2) und dem 

0 Protein-Wert des Gesamtproteins (1) ergab das clottier- 
bare Protein. 

Die Restaktivitat wurde berechnet durch Bildung des Quo- 
tienten aus dem clott i erbar en Protein der erhitzten Probe 
5 und dem clottierbaren Protein der nicht erhitzten Probe. 



d) Bestimmung des Wassergehaltes an virusfreien Proben 

Die Bestimmung des Wassergehaltes erfolgte in gleicher 
20 Weise, wie in Beispiel 1 beschrieben. 

Die nach erfolgter Hit zebehandlung gemessenen Virustiter 
und die nach der Behandlung noch vorhandene Restaktivitat 
sind der Tabelle XII zu entnehmen, woraus sich ergibt, 
25 dafi die Nachweisgr enze des Virus nach 5 h erreicht wurde, 
wobei die Restakt i vi taten nach den angegebenen Methoden 
zuf riedenstellend waren. 



30 



Beispiel 11 : 

a) Herstellung einer Albunin-haltigen Preparation 



Zu 10 1 menschlichem Blutplasma wurden bei einem pH-Wert 
von 7,0 und einer Temperatur von -2°C 0,08 Athanol zuge- 
setzt, wobei ein Niederschlag , der Fibrinogen enthalt, 
35 ausfiel. Nach Abtrennen des Niederschlages wurde die 

Athanolkonzentration auf 0,25 erhoht und die Temperatur 
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auf -6°C gesenkt . Der ausfallende Niederschlag, der Immun- 
globulin enthielt, wurde abgetrennt und die Athanolkon- 
zentration des Uberstandes, bei einem pH-Wert von 6,5 und 
einer Temperatur von -8°C, auf ?',40 erhoht, wobei eine 
5 weitere Fallung erfolgte. Der Niederschlag wurde abge- 
trennt und verworfen. Zur Ausfallung von Albumin wurde 
bei gleicher Temperatur der pH-Wert des Uberstandes auf 
5,4 gestellt. Der Niederschlag wurde durch Zentr if ugieren 
abgetrennt und einem weiteren Reinigungsschri tt unter- 

10 worfen, indem er in Wasser gelost und die Athanolkonzen- 
tration bei einem pH-Wert von 4,8 und einer Temperatur 
von -2°C auf 0,10 gestellt wurde. Das ausgefallene Globulin 
wurde abgetrennt und verworfen. Die Athanolkon zentration 
des Uberstandes wurde auf 0,40 erhoht, die Temperatur 

15 auf -8°C gesenkt und der pH-Wert auf 5,1 gestellt. Der 
Niederschlag ist Albumin und wurde durch Zentr if ugieren 
gesammelt und gef riergetrocknet . 

b) Inaktivierung eines Modellvirus 

20 

Eine wasserige Losung des Lyophi lisates wurde auf 50 mg 
Protein/ml eingestellt und mit Hundehepati tisvirus 

in Zellkulturmedium TCM 199 bzw. mit virusfreiem TCM 199 
versetzt und gef riergetrocknet. Das gef riergetrocknete 

25 Albuminkonzentrat wurde auf einen Wassergehalt von 0,07 

eingestellt und in geschlossenen Behaltern - mit und ohne 
Virus - bei 60°C verschieden lang erhitzt. Je drei Proben 
wurden vor dem Erhitzen und zu bestimmten Zeiten wahrend 
des Erhitzungsvorganges zur Messung des Virustiters einer- 

30 seits und der molekularen Integritat und des Wasserge- 
haltes andererseits entnommen. 

Die Bestimmung des Virustiters erfolgte in gleicher Weise, 
wie in Beispiel 5 beschrieben. Die Bestimmung der mole- 
35 kularen Integritat, namlich des' Verhaltens in der Zellu- 
loseacetat-Elektrophorese und SDS-Polyacry lamid-Gel- 
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15 



20 



Elektrophorese, erfolgte in gleicher Weise, wie in Bei- 
spiel 6 beschrieben. 

c) Bestimmung des Wassergehal tes an virusfreien Proben 

Diese Bestimmung erfolgte in gleicher Weise, wie in Bei- 
spiel 1 beschrieben. 

Die nach erfolgter Hi t zebehandlung gemessenen Virustiter 
und die molekulare Integritat sind aus der Tabelle XIII 
zu entnehmen, woraus sich ergibt, dart die Nachweisgrenze 
des Virus schon nach einer Stunde erreicht wurde und die 
molekulare Integritat gegenuber nicht erhitzten Kontroll- 
proben keine Veranderung zeigte. 

Beispiel 12: 

Herstellung von Blutprapara t ionen unter Verwendung eines 
fliissigen Mediums, in dem sie unloslich sind 



Eine wie in Beispiel la ) hergestellte Faktor VHI-Prapara- 
tion wurde auf 50 mg Protein/ml eingestellt, mit einer 
Sindbis-Virussuspension in Zellkulturmedium TCM 199 bzw. 
mit virusfreiem TCM 199 versetzt und gef r iergetrocknet . 
Das gef riergetrocknete Faktor VHI-Praparat wurde auf 
25 einen Wassergehalt von 0,09 eingestellt. Mehrere Behalter 
mit den gef r iergetrockneten Faktor VHI-Proben - mit und 
ohne Virus - wurden mit je 10 ml wassergesattigtem 
Chloroform (um den Wassergehalt der Proben nicht zu ver- 
andern) ver set zt , verschlossen und 10 h lang bei 60°C er- 
30 hitzt. Je drei Proben wurden vor dem Erhitzen und zu be- 
stimmten Zeiten wahrend des Er hi t zungs vorganges zur 
Messung des Virustiters einerseits und der Restakti vi tat 
und des Wassergehaltes andererseits entnommen. 



35 



Vor der 
wurden d 



Bestimmung des Virustiters und der Restaktivitat 
ie Proben vom Losungsmittel durch Absaugen im 
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Vakuum befreit. 

Die Bestimmung des Virustiters und des Wassergehaltes er- 
folgte wie in Beispiel 1 beschrieben. 

Die nach erfolgter Hit zebehandlung gemessenen Virustiter 
und die nach der Behandlung vorhandene Restakt ivi tat sind 
der Tabelle.XIV zu entnehmen, woraus sich ergibt, daft der 
Virustiter nach 3 h unter die Nachweisgr enze absank, wahrend 
die Restaktivitat 0,85 betrug. 

In gleicher Weise wurde die Inakt i vierung von Hundehepa- 
titisvirus in einer FEIBA- und einer partiellen Prothrom- 
binkomplex-Praparation gepriift, wobei die FEIBA- Prepara- 
tion nach Beispiel 5a)und die partielle Prothrombinkomplex- 
Praparation nach Beispiel 3r.) hergestellt waren. Die Be- 
stimmung des Virustiters erfolgte, wie in Beispiel 5 be- 
schrieben. Die nach erfolgter Hitzebehandlung gemessenen 
Virustiter sind aus der Tabelle XIV zu entnehmen. 

In den folgenden Beispielen wird die Herstellung von Blut- 
produkten beschrieben, wobei die erf indungsgemafle In- 
aktivierung angewendet wird, urn etwa vorhandene vermehrungs- 
fahige filtrierbare Krankheitserreger unschadlich zu 
machen. 

Beispiel 13: 

Herstellung einer Faktor VI I I- Preparation 

100 1 frisch gefrorenes Plasma wurden bei 0°C bis +4°C 
aufgetaut. Das entstandene Kryopr a zipitat wurde durch 
Zentrif ugieren abgetrennt und in 10,5 1 Tr inatriumcitrat- 
Losung, die 50 mg Natr iumpentosansulf at/1 und 30.000 Ein- 
heiten Aprotinin/1 enthielt, gelost. Der pH-Wert der Lo- 
sung wurde auf 6,3 und die Temperatur auf +4°C gestellt. 
Der entstandene Niederschlag wurde durch Zentrif ugieren 
abgetrennt und verworfen* 
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Durch Zugabe von Athanol bis zu einer Konzentration von 
w, 00 wurde die Faktor Vlll-haltige Fraktion ausgef.allt. 
Der entstandene Niederschlag wurde durch Zentrif ugieren 
abgetrennt, in einem Glycin-Ci trat-NaCl-Puf f er gelost, 
gef riergetrocknet, auf einen Wassergehalt von 0,08 
gebracht und wahrend 10 h bei 60°C erhitzt. Die Faktor 
Vlll-Aktivitatsbestimmung nach dem Erhitzungsvorgang er- 
gab eine Restakt i vi tat von 'J, 92 ( 92 %) verglichen mit 
nicht erhitztem Material. 

Zur Herstellung einer galenischen Zubereitung wurde das 
inaktivierte Pulver mit destilliertem Wasser unter Zusatz 
von Glycin-Trinatriumcitrat-NaCl so gelost, da/J eine L6- 
sung mit 25 IE Faktor Vlll pro ml, 10 g Glycin/1, 10 g 
Trinatriumcitrat-2H 2 0/1 und 5 g Ntjtriumchlorid/1 resul- 
tierte. Nach Einstellung des pH-Wertes auf 7,0 wurde die 
Losung sterilfiltriert, mit 20 ml pro Flasche in die End- 
behalter verfiillt und gef riergetrocknet . Die Faktor VIII- 
Aktivitatsbestimmung des gef riergetrockneten Materials 
in Endbehaltern ergab 480 IE Faktor VIIl/Flasche . 

Beispiel 14 : 

Herstellung einer Faktor VI I I -Preparation nach Entfernung 
von wahrend der Inakti vierung gebildeten Neoproteinen 

46 1 frisch gefrorenes Plasma wurden bei 0°C bis +4°C auf- 
getaut. Das entstandene Kryoprazipitat wurde durch Zentri- 
fugieren abgetrennt und in 960 ml einer Tri-Natriumcitrat- 
losung bei 37°C gelost. Der pH-Wert der Losung wurde auf 
6,3 und die Temperatur auf +4°C gestellt. Der entstandene 
Niederschlag wurde durch Zentrif ugieren abgetrennt und 
verworfen. Der Faktor Vlll-haltige Uberstand wurde ge- 
friergetrocknet, das Lyophilisat auf einen Wassergehalt 
von 0,075 (7,5 %) eingestellt und 10 h bei 60°C hitzein- 
aktiviert, urn etwa vorhandene vermehrungsf ahige filtrier- 
bare Krankheitserreger , wie Hepati tisviren, zuverlassig 
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unschadlich zu machen. Die Faktor VI I J -Akti vitatsbe- 
st inunung nach den, Erhitzen ergab eine RestaktfvUat von 
0,95 (95 %) Faktor Vin im Vergleich zu nicht erhitztem 
Material . 

Proben der nicht erhitzten und der erhitzten gefrierge- 
trockneten Faktor VI I I-Praparat ion wurden mit Hilfe der 
SDS-Polyacrylamid-Gel-Elektrophorese untersucht. Bei der 
nicht erhitzten Probe wurde das in Fig. 4 mit a bezeichnete 
Bandenmuster erhalten. Bei der erhitzten Probe ergab sich 
das in Fig. A mit b bezeichnete Bandenmuster, bei welchem 
die mit N 2 , N 2 und N 3 bezeichneten Banden in Erscheinung 
traten, die dem Auftreten von Neoproteinen wahrend der 
Inaktivierungshitzebehandlung #uzuschreiben sind. Diese 
Neoproteine sind erfindungsgemafi durch eine Nachbehandlung 
der erhitzten Faktor VIIl-PrHparationen zu entfernen. Die 
Nachbehandlung bzw. weitere ' Fraktionierung erfolgte durch 
Auflosen der erhitzten Faktor Vlll-Praparat ion in 900 ml 
Wasser und Zugabe von Athylalkohol bis zu einer Konzen- 
tration von 0,10. Dabei wurde eine Faktor Vin-haltige 
Fraktion ausgefallt, durch Zentrif ugieren abgetrennt und 
in einera Glycin-Citrat-NaCl-Puf f er gelost. Die Losung 
wurde in eine galenische Zubereitung ubergefiihrt, wie in 
Beispiel 13 beschrieben. 

Die SDS-Polyacrylamid-Gel-Elektrophorese der gereinigten 
Fraktion ergab das in Fig. 4 mit d bezeichnete Banden- 
muster: die Untersuchung des Uberstandes der 0 , 1 0- Alkohol- 
fallung ergab das mit c bezeichnete Bandenmuster. Daraus 
ist ersichtlich, da/3 die Neoproteine N 2 , N 2 und N im 
tiberstand der Alkoholf allung verblieben, wahrend die ge- 
reinigte Faktor VI I I-Praparation diese Banden nicht mehr 
enthielt. Bei der beschr iebenen Alkoholf raktionierung 
werden auch andere Proteine entfernt. Die Faktor V1I1- 
Aktivitat in der f rakt ionierten Preparation ist im wesent- 
lichen, namlich zu u , 7 0, erhalten geblieben. . 
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Die erf indungsgemafie Hitzeinakt ivierungs be hand lung kann 
bis 2U 100 h ausgedehnt werden, ohne die Aktivitaten zu 
verlieren. Die Stabilitat wichtiger Ger innungsf aktor en 
beim Erhitzen bis zu 100 h bei bestimmten , im Rahmen der 
5 Erfindung einzuhal tenden Temperatur- und Wassergehal te 
ist aus Tabelle XV zu ersehen. 

Beispiel 15: 

Herstellung einer Faktor VHI-Praparation unter Verwen- 
10 dung von Schutzgas 

Eine in gleicher Weise wie in Beispiel 1 hergestellte 
Faktor VHI-haltige Losung wurjde mit einer Sindbis-Virus- 
suspension in Zellkulturmedium TCM 199 bzw. mit virus- 
15 freiem TCM 199 versetzt und gef r iergetrocknet . 

Das gef r iergetrocknete Faktor VIII-Konzentrat wurde auf 
einen Wassergehalt von 0,08 (8 Gew.%) eingestellt, durch 
dreimaliges Evakuieren auf 100 mbar -und nachf olgendes 

20- Begasen mit Luft, Stickstoff, Helium bzw. Argon in ver- 
schiedene " Atmosphar en" gebracht und in geschlossenen 
Behaltern bei einer Temperatur von 8 0°C verschieden lang 
erhitzt. Von jeder Variante wurden je drei Proben vor 
dem Erhitzen und zu bestimmten Zeiten wahrend des Er- 

25 hi t zungs vorganges zur Messung des Virustiters einerseits 
und der Restakti vitat an Faktor VIII und des Wassergehal- 
tes andererseits entnommen . 

Die Bestimmung des Virustiters, der Restaktivitat an Fak- 
30 tor VIII und des Wassergehal tes erfolgte, wie in Beispiel 
1 beschrieben; die Resultate sind der Tabelle XVI zu ent- 
nehmen. Daraus ist ersichtlich, daft die Restaktivi taten 
bzw. Ausbeuten an Faktor VIII beim Erhitzen in einer Inert* 
gasatmosphare (Stickstoff, Helium, Argon) wesentlich hoher 
35 sind als beim Erhitzen in Luft. Die Geschwindigkeit der 
Virusinakti vierung ist hingegen unabhangig von der Atmo- 
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sphare, in der erhitzt wurde. 
Beispiel 16: 

Herstellung einer den partiellen Prothrombinkomplex ent- 
5 haltenden Preparation unter Verwendung von Schutzgas 

Eine in gleicher Weise wie in Beispiel 3 hergestellte 
Preparation, welche die Gerinnungsf aktoren II, ix und 
X enthielt, wurde mit einer Sindbis-Virussuspension in 

10 Zellkulturmedium TCM 199 bzw. mit virusfreien, TCM 199 
versetzt und gefriergetrocknet. Das gef riergetrocknete 
Konzentrat wurde auf einen Wassergehalt von ^OB einge- 
stellt, durch^dreiinalia^ Evak^ auf 100 mbar und 

nachfolgendes Begasen mit Luf Stickstof f TueAium und 

15 Argon in verschiedene "Atmospharen" gebracht und in ge- 
schlossenen Behaltern bei einer Temperatur von 90°C ver- 
schieden lang erhitzt. Von jeder Variante wurden je drei 
Proben vor dem Erhitzen und zu bestinunten Zeiten wahrend 
des Erhxtzungsvorganges zur Messung des Virustiters einer- 
20 seits und der Restaktivitat an Faktor IX und des Wasser- 
gehaltes andererseits entnommen. 

Die Bestinunung des Virustiters und des Wassergehaltes 
erfolgte, wie in Beispiel 1 beschrieben, die Bestimmung 
der Restaktivitat an Faktor IX erfolgte, wie in Beispiel 



3 beschrieben. 



30 



Die Resultate sind der Tabelle XVII 2U entnehmen. Daraus 
1St ersic htlich, dan die Restaktivitaten bzw. Ausbeuten 
an Faktor IX beim Erhitzen in einer Inertgasatmosphare 
( Stickstof f, Helium, Argon) wesentlich hoher sind als 
beim Erhitzen in Luft. Die Geschwindigkeit der Virusin- 
aktivierung ist hingegen unabhangig von der Atmosphare, 
in der erhitzt wurde. 
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Patentanspr uche : 

1. Verfahren zur Inakti vierung von vermehrungsf ahigen 

f i ltrierbaren Krankheitserr egern in Blutprodukten un- 
ter Anwendung erhohter Temperatur, dadurch gekennzeich- 
net, daft die Blutpro dukte in feuchtem Oder in festem 
5 Zus ta nd in Gegenwart von anorga ni schen oder organischen 

hydr oxy lgruppen halt igen Ver M nd uji g en_ m i t einer H 4 " - 
Dissoziationskonstante von <10"^^ bei einer Temper atur_ 
im Bereich bis zu 121°C hit zebehandelt werden, wobei 
die Konze ntration der hydroxy lgruppenha It igen Verbin- 
1 0 dungen g rofter als 0,05 (5 G ew . % ) und kleiner als 0,70 

(70 Gew. % ) ist . 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet , 

daft die vermehrungsf ahigen fi ltrierbaren Krankheitserre- 
15 ger Hepatitis-Viren oder unbekannte Ubertrager von 

AIDS (acquired immune deficiency syndrome) sind. 

3. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, 
daft die Blutprodukte wahrend einer J)auer von 1 s bis 

20 100 h er hitzt werden. 

4. Verfahren nach Anspruch 1 und 3, dadurch gekennzeich- 
net, daft als hydroxylgruppenhaltige Verbindungen Wasser, 
Methanol, Athanol oder Mannit eingesetzt werden, wobei 

25 die Konzentration dieser Verbindungen grofter als 0,05 

bis kleiner als 0,40 ist. 

5. Verfahren nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, 
daft die Hit zebehandlung an Praparationen , die 0 , 06 

3 0 bis 0,30 Wasser enthalten, bei einer Temperatur von 

50 bis 90° C durchgefuhrt wird . 



6. Verfahren nach den Anspruchen 1 bis 5, dadurch gekenn- 
zeichnet, daft die Hi tzebehand lung der Blutprodukte in 



01 5931 1 

Gegenwart eines sauerstof *r. i.-.erten Schutzgases, 

vorzugsweise Stickstoff, und a • lo.-.falls .in Gegenwart 
von sauerstoffbind^^c^-^^^^ durchgef uhrt wird. 

5 7. Verf ahren nach den Anspruchen 1 bis 6, dadurch gekenn- 
zeichnet, dafl die Blutprodukte in eincm flussigen Me- 
Q™!~J^**» .^iPAlich sind. hitrebehandelt werden. 



10 



15 



8. Verfahren nach Anspruch 7, dadurch gckennzeichnet , 
dafl als fliissiges Medium Chlorof orm oder Essigsaure- 
athylester verwendet wird. 

9. Abgeanderte Ausfmirunjg L sf^rm_j l ach den Anspruchen 1 bis 
6, dadurch gekennzeichnet , dafl die Blutproduk te mih 
hydroxylgruppenhalti gen gasformigen Verbindunqen behan- 
delt werden, mit der Maflgabe, dafl in den Blutp rodukten 
die Konzentrat^^er^y^oxyl gruppenhaltigen Verb in^ 
dunge n von grofler als 0.05 (5 Gew.%) v und Kle iner alTJ 
0/70 (7 ,° Gew.%), vorzugsweise kleiner als 0,40 (40 

2 0 Gew.%) erreicht wird. 

10. Verf ahren nach Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet, 
dafl die Blutprodukte in festem Zustand mit Wasserdampf 
von einem Druck bzw. Partialdruck zwischen 0,1 und 

25 2 bar behandelt werden. 

11. Verf ahren zur Herstellung von Blutprodukten, ausge- 
wahlt aus Enzymen, Proenzymen einschliefllich Gerinnungs- 
faktoren, Enzyminhibitoren, Immunglobulinen , Albumin, 
Plasminogen, Fibrinogen, Fibronectin oder Plasma oder 
Mischungen einzelner Blutprodukte, unter Anwendung 
des Verfahrens nach den Anspruchen 1 bis 10, dadurch 
gekennzeichnet, dafl die Inaktivierung in einer belie- 
bigen Stufe des Hers tellungsverf ahrens vorgenommen 
wird, worauf gegebenenf alls die Blutprodukte in eine 
galenische Zubereitung iibergefuhrt werden. 



30 



35 



10 



15 
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12. Verfahren nach den Anspriichen 1 bis 11, dadurch ge- 
kennzeichnet, dafi ein Blutprodukt verwendet wird, 
welches an eine Matrix kovalent oder ni cht-kovalent 
gebunden ist. 

13. Verfahren nach Anspruch 12, dadurch gekennzeichnet, 
da/5 ein Blutprodukt verwendet wird, welches auf einen 
gewebekompatiblen Trager, wie ein Kollagenvlies , auf- 
gebracht ist. 

14. Verfahren nach Anspruch 13, dadurch gekennzeichnet, 
daB eine f ibrinogenhaltige Komposition verwendet wird, 
welche auf einen gewebekompatiblen Trager, wie ein 
Kollagenvlies, aufgebracht ist. 



15. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, 

daB die hit zeinakti vierten Blutprodukte durch weitere 
Fraktionierungsmaflnahmen von wahrend der Hitzeinakti- 
vierung allenf alls gebildeten Neoproteinen oder Neo- 
20 antigenen befreit werden. 

16- Blutprodukt , ausgewahlt aus Enzymen , Proenzymen , 

einschlieBlich Gerinnungsf aktoren , Enzymmhibitoren , 
Immunglobulinen , Albumin, Plasminogen, Fibrinogen , 

25 Fibronectin und Plasma, hergestellt durch Fraktio- 

nierungsmaBnahmen, dadurch gekennzeichnet, daB in 
einer beliebigen Stufe des Fraktionierungsverf ahrens 
die Blutproduktkomposition in Gegenwaxt von hydroxyl- 
gruppenhaltigen Verbindungen mit einer H + -Dissozia- 

30 tionskonstante von < lo" 11 bei einer Temperatur 

im Bereich bis zu 121°C, vorzugsweise im Bereich 
von 50 bis 121 0 C, hitzebehandelt worden ist, wobei 
die Konzentration der hydroxy lgruppenhaltigen Ver- 
bindungen groBer als 0,05 (5 Gew.%) und kleiner 

35 als 0,70 (70 Gew.%), vorzugsweise kleiner als 0,40 

(40 Gew.%) , ist. 



0 1 5 S 3 11 



17. Galenische Zubereitung cntha 1 t.or.c cas Blutprodukt 
nach Anspruch 16. 
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